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ABSTRACT  
 
Five isolates, named R1, R3, R4, R6 and R7, were successfully isolated from leguminous 
edamame nodules, and characterized as indigenous rhizobia bacteria. All isolates were grown in a 
YEMA medium containing antibiotics ampicillin, streptomycin, rifampicin, tetracycline, 
chloramphenicol or penicillin. Cultivation revealed that R3 can grow in a medium containing all 
antibiotics, but not for R1 when they grow in a medium containing rifampicin. R7 could not grow 
when the medium contain streptomycin and rifampicin. Furthermore, R4 and R6 only grow at 
medium containing tetracycline. it seemed that R1 and R3 are more resistant against some 
antibiotics comparing with others. When YEMA containing bromthymol blue 1% medium was 
used, R1 produced the yellowish acid and R3 produced blue alkali. R1 also utilized dulcitol and L-
histidin as carbon and nitrogen source. R3 utilize the carbon source from dulcitol but cannot utilize 
the nitrogen source from L-histidin. Base on these results above, it can be suggested that R1 and 
R3 identified as Rhizobium leguminosarum and Bradyrhizobium japonicum. 
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PENDAHULUAN 
 
Rhizobia merupakan bakteri simbiotik yang 
mampu menambat N2 dengan membentuk 
bintil akar pada tanaman kacang-kacangan. 
Pemanfaatan Rhizobia sebagai pupuk hayati 
dapat meningkatkan efisiensi pemupukan N.  
Pada tanaman kacang-kacangan, rhizobia 
mampu memberikan kontribusi ketersedian 
nitrogen sebesar 24-584 N/ha/tahun 
dibandingkan dengan bakteri nonsimbiotik 
yang hanya sebesar 15 kg/ha/tahun 
(Shantharam & Mattoo 1997). Hasil penelitian 
Tetty (2006) menunjukkan bahwa pada semua 
umur pengukuran, pertambahan tinggi tanaman 
yang diinokulasi Rhizobia  strain mutan 
CB3171rif50 lebih cepat dan  menghasilkan 
produksi hijauan segar tertinggi secara nyata 
(P<0,05) yaitu 2106 g/pohon yang setara 18.72 
ton/ha, dibandingkan dengan yang tanpa 
inokulasi dan tanpa penambahan nitrogen yang 
sebesar 4.94 ton/ha.   
 Penggunaan pupuk hayati memiliki prospek 
yang cukup cerah di masa mendatang, karena 
dapat meningkatkan produktivitas tanah, 
membantu ketersedian hara dan  dan menekan 
pencemaran lingkungan (IAAAD 2008).  
Namun penggunaan pupuk hayati masih 
menghadapi kendala dalam hal pemilihan 
galur-galur mikrob unggul yang sesuai dengan 
kondisi tanah tertentu (spesifik lokasi).   
 Shantharam & Mattoo (1997) 
mengemukakan bahwa isolat-isolat untuk 
pupuk hayati sebaiknya diisolasi dari daerah 
tertentu dan diinokulasikan kembali ke 
lingkungan yang sama untuk menjamin 
kesuksesan inokulasi.  Dengan demikian perlu 
dilakukan usaha pencarian rhizobia lokal dari 
lokasi pertanaman kedelai dengan ekosistem 
yang berbeda.  
  Kedelai edamame merupakan salah satu 
komoditas penting di Jember sejak tahun 1997 
sampai sekarang, hal ini diikuti juga dengan 
berdirinya PT Mitratani 27 Jember 
(Nataatmadja 2007).  Arimurti et al. 2000 
melaporkan bahwa  rhizobia indigenous J-4 
dari  pertanaman kedelai edamame dari daerah 
di sekitar Jember tahan terhadap kadar NaCl 
2% dan efektif pada pembentukan bintil akar 
pada tanaman kedelai edamame (Arimurti & 
Utarti 2001) 
 Pemanfaatan inokulan rhizobia sebagai 
pupuk hayati terkadang mengalami kegagalan 
sebagai akibat lebih tingginya daya kompetisi 
di lingkungan.  Menurut Triplett & Sadowsky 
(1992) kompetisi merupakan faktor paling 
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kritis yang mempengaruhi kesuksesan 
inokulasi rhizobia di lapang.  Semakin tinggi 
kemampuan Rhizobia berkompetisi, maka 
semakin besar kemungkinan keberhasilan 
aplikasinya. Oleh karena itu perlu dilakukan 
karakterisasi terhadap rhizobia indigenous 
edamame.Karakterisasi terhadap rhizobia dapat 
dilakukan dengan analisis fenotipik antara lain 
ketahanan terhadap antibiotik, morfologi koloni 
(Fuhrmann 1990) dan analisis genetis salah 
satunya analisis profil plasmid (Bromfield et 
al.,1987), PFGE (Susilowati 1999) dan PCR-
RLPF (Wolde-meskel et al. 2005, Kwon et al. 
2005, Bahena et al. 2008).   
 Analisis ketahanan terhadap antibiotik dapat 
digunakan untuk memilih rhizobia indigenous 
edamame yang mampu berkompetisi untuk 
pupuk hayati.  Semakin tahan rhizobia terhadap 
berbagai antibiotik maka daya kompetisi dalam 
tanah semakin tinggi. Mekanisme antibiotik 
dapat menghambat pertumbuhan mikrob 
berbeda-beda.  Ampisilin mampu menghambat 
pertumbuhan mikrob dengan cara menghambat 
ikatan pada peptidoglikan pada dinding sel, 
sedangkan tetrasiklin menghambat perlekatan 
tRNA yang membawa asam amino ke ribosom, 
sehingga penambahan asam amino ke rantai 
polipeptida yang sedang dibentuk terhambat 
(Naim 2003).  Steptomisin dan klorampenikol 
mengganggu pembentukan ikatan peptida 
selama pertumbuhan rantai polipeptida dengan 
menghambat kerja peptidil transferase (Tortora 
et al. 2004) sehingga enzim menjadi inaktif dan 
sintesis protein menjadi terhambat.  Penisilin 
dengan menghambat sintesis dinding sel 
bakteri  dan rifampisin dengan cara 
menghambat proses transkripsi dan replikasi 
(Long 1991). Fuhrmann (1990) menyatakan 
bahwa antibiotik yang umum digunakan untuk 
menguji rhizobia adalah streptomisin, 
rifampisin, klorampenikol dan  tetrasiklin.   
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk 
mengkarakterisasi rhizobia indigenous 
edamame.    
  
METODE  
 
Tahapan penelitian untuk mengkarakterisasi rhizobia 
indigenous adalah pengujian ketahanan terhadap 
antibiotik, pembuatan kurva pertumbuhan, 
pengamatan morfologi makroskopis, mikroskopis 
dan  pengamatan fisiologis. 
 
Pengujian ketahanan terhadap antibiotik  
Rhizobia yang digunakan pada penelitian ini adalah 
5 isolat rhizobia indigeous edamame  yang diisolasi 
dari daerah Jember yaitu isolat R1, R3, R4, R6, R7.  
Pengujian ketahanan isolat rhizobia terhadap 
antibiotik dilakukan secara invitro pada media Yeast 
Ekstrak Mannitol Agar (YEMA).  Pengujian 
menumbuhkan  5 µl  biakan  isolat rhizobia yang 
berumur 24 jam pada media YEMA yang telah 
diberi antibiotik.  Antibiotik yang digunakan adalah 
ampisilin, streptomisin, klorampenikol, rifampisin 
dan tetrasiklin dengan konsentrasi 25, 50, 100, 250, 
500 dan 1000 ppm.  Diinkubasi pada suhu ruang dan 
diamati  pertumbuhan dari rhizobia tersebut.  
Pengujian dilakukan dengan 2 ulangan.  
 Selanjutnya pada konsentrasi antibiotik yang 
tertinggi dimana rhizobia masih menunjukkan 
pertumbuhan dilakukan uji dengan Sumur Agar 
(Madigan et al. 1997).  Pada metode ini pada media 
YEMA dibuat sumur-sumur yang diisi dengan 40 µl  
antibiotik dengan konsentrasi tertentu dan 
selanjutnya 100 µl  rhizobia yang berumur 24 jam 
disebar dan diamati adanya zona penghambatannya.  
Selanjutnya dipilih 2 isolat rhizobia yang memiliki 
ketahanan terhadap antibiotik terbaik. 
 
Pembuatan kurva pertumbuhan 
Pembuatan kurva pertumbuhan isolat rhizobia 
dilakukan dengan cara menumbuhkan rhizobia pada 
media Yeast Ekstrak Mannitol Broth (YEMB) 5 ml 
selama 7 hari.  Selanjutnya dengan umur 1 hari 
jumlah rhizobia dihitung dengan menggunakan 
metode total plate count. 
 
Pengamatan morfologi dan karakter fisiologis 
Pengamatan morfologi meliputi pewarnaan Gram, 
morfologi mikroskopis, morfologi makroskopis yang 
meliputi bentuk, diameter, elevasi, konsistensi dan 
warna koloni. Karakter fisiologis rhizobia yang 
diamati meliputi kemampuan membentuk asam atau 
basa pada media YEMA ditambah dengan 1 % 
bromthymol blue (BTB),  kemampuan tumbuh pada 
sumber karbon dulcitol dan sumber nitrogen L-
histidin serta uji katalase (Holt et al. 1994).    
  
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
Ketahanan Rhizobia indigenous edamame 
terhadap antibiotik  
Sebagian besar mikrob pada tingkat tertentu 
dalam hidupnya dipengaruhi oleh kegiatan 
mikrob lain. Pengaruh tersebut dapat terjadi 
baik secara langsung maupun tidak langsung. 
Salah satu dari fenomena antagonisme yaitu 
antibiosis. Dalam hal ini salah satu dari dua 
populasi organisme yang berinteraksi 
menghasilkan senyawa antibiotik.  Antibiotik 
adalah substansi kimia alamiah hasil 
metabolisme sekunder mikrob, yang 
mempunyai kemampuan baik menghambat 
pertumbuhan maupun membunuh mikrob lain 
(Masters et al. 2005). 
 Pengujian ketahanan rhizobia terhadap 
antibiotik bertujuan untuk mengetahui  tingkat 
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kemampuan kompetisi rhizobia.  Semakin 
banyak dan tinggi konsentrasi ketahanan 
rhizobia terhadap antibiotik maka semakin 
besar kemampuan berkompetisi.  Ketahanan 
rhizobia terhadap antibiotik dapat diamati 
dengan tidak terbentuknya zona hambat oleh 
antibiotik, hal ini dapat dilihat pada Gambar 1.   
 Hasil Penelitian yang disajikan pada Tabel 
1  menunjukkan bahwa rhizobia  R1 dan R3 
lebih tahan terhadap antibiotik yang diuji 
dibandingkan dengan rhizobia yang lain. 
Rhizobia R3 tahan terhadap ampisilin 400 
ppm, streptomisin 100 ppm, rifampisin 200 
ppm, tetrasiklin 400 ppm, klorampenikol 800 
ppm dan penisilin 400 ppm.  Sedangkan 
rhizobia R1 tahan terhadap ampisilin 50 ppm, 
streptomisin 25 ppm, tetrasiklin 25 ppm, 
klorampenikol 800 ppm dan penisilin 800 ppm 
dan tidak tahan terhadap rifampisin. Rhizobia 
R7 tahan terhadap ampisilin 25 ppm, tetrasiklin 
25 ppm, klorampenikol 200 ppm dan penisilin 
800 ppm tetapi tidak tahan pada streptomisin 
dan rifampisin  Sedangkan rhizobia R4 dan R6 
hanya tahan terhadap tetrasiklin 25 ppm dan 
tidak tahan terhadap antibiotik lain.   
  
 
 Berdasarkan hasil di atas diketahui bahwa 
rhizobia indigenous edamame mempunyai 
ketahanan yang berbeda terhadap antibiotik. 
Ketahanan yang tidak sama terhadap antibiotik 
dapat disebabkan oleh struktur fisiologis 
masing-masing rhizobia, seperti 
kemampuannya menghasilkan suatu enzim. 
Menurut Katzung (1995). Enzim yang 
dihasilkan suatu bakteri yang tahan terhadap 
antibiotik berfungsi merusak struktur antibiotik 
sehingga antibiotik tersebut menjadi berkurang 
efektivitasnya dan mampu mengubah 
permeabilitas membran sehingga antibiotik 
tidak sampai masuk pada ribosom. 
 Streptomisin merupakan antibiotik yang 
dapat digunakan juga sebagai pestisida untuk 
menghambat pertumbuhan bakteri, fungi dan 
algae (Masters et al. 2005).  Pada penelitian ini 
rhizobia R1 dan R3 tahan terhadap 
streptomisin.   Hasil ini menunjukkan bahwa 
rhizobia R1 dan R3 dapat diaplikasikan pada 
tanah-tanah pertanian yang telah diberi 
pestisida yang berbahan dasar streptomisin. 
Berdasarkan hasil ketahanan terhadap 
antibiotik, maka rhizobia R1 dan R3 dipilih 
sebagai kandidat pupuk hayati dan 
dikarakterisasi lebih lanjut. 
 
 
 
 
Gambar 1. Ketahanan Rhizobia R1 pada berbagai antibiotik (a: akuades, b: streptomisin 25 ppm, 
ampisilin 50 ppm, tetrasiklin 25 ppm). 
 
 
 
Zona Penghambatan 
b 
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Tabel 1.  Ketahanan Rhizobia terhadap antibiotic. 
 
Antibiotika Konsentrasi 
(ppm) 
Rhizobia 
1 3 4 6 7 
Ampisilin 0 + + + + + 
25 + + - - + 
50 + + - - - 
100 - + - - - 
200 - + - - - 
400 - + - - - 
800 - - - - - 
Streptomisin 0 + + + + + 
25 + + - - - 
50 - + - - - 
100 - + - - - 
200 - - - - - 
400 - - - - - 
800 - - - - - 
Rifampisin 0 + + + + + 
25 - + - - - 
50 - + - - - 
100 - + - - - 
200 - + - - - 
400 - - - - - 
800 - - - - - 
Tetrasiklin 0 + + + + + 
25 + + + + + 
50 - + - - - 
100 - + - - - 
200 - + - - - 
400 - + - - - 
800 - - - - - 
 
Klorampenicol 
0 + + + + + 
25 + + - - + 
50 + + - - + 
100 + + - - + 
200 + + - - + 
400 + + - - - 
800 + + - - - 
Penisilin 
 
 
 
 
0 + + + + + 
25 + + - - + 
50 + + - - + 
100 + + - - + 
200 + + - - + 
400 + + - - + 
800 + - - - + 
Keterangan: + = mampu tumbuh,  - = tidak mampu tumbuh, Isolat 1, 4, 6 dan 7 diamati setelah 24 
jam inkubasi,  Isolat 3 setelah 120 jam inkubasi  
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Kurva pertumbuhan Rhizobia indigenous 
edamame 
Kurva pertumbuhan menunjukkan pola 
pertumbuhan mikrob.  Ada empat fase pada 
pertumbuhan mikrob yaitu fase adaptasi, fase 
eksponensial, fase stasioner dan fase kematian 
(Madigan 1997). Tabel 2 dan Gambar 2 
menunjukkan jumlah sel dan pola pertumbuhan 
sel rhizobia R1 dan R3.  Rhizobia R1 
menunjukkan kurva pertumbuhan dengan pola 
pertumbuhan meningkat setelah diinokulasi 
dan mencapai puncak dengan jumlah sel 
tertinggi diperoleh setelah inkubasi hari ke 3 
dengan jumlah sel 3,3  x 1016   CFU/ml, 
selanjutnya menurun sampai hari ke hari ke 5.  
Sedangkan rhizobia R3 memiliki pola yang 
sama dengan R1  tetapi tumbuh lebih lambat 
dengan jumlah sel tertinggi diperoleh setelah 
inkubasi hari ke 5 dengan jumlah sel 2,1 x  1012 
CFU/ml. 
 
Morfologi dan fisiologi Rhizobia indigenous 
edamame 
Hasil pengamatan morfologis makroskopis, 
mikroskopis dan fisiologis rhizobia R1 dan R3 
ditunjukkan pada Tabel 3. Berdasarkan 
penampakan koloni rhizobia pada media 
YEMA menunjukkan bahwa rhizobia R1 
tumbuh cepat, koloni berbentuk bundar, 
berelevasi cembung, agak tembus cahaya, 
lengket dan berwarna putih susu  dan  katalase 
positif. Hasil karakterisasi secara mikroskopis 
menunjukkan bahwa rhizobia R1 berbentuk 
batang dan merupakan bakteri Gram negatif.   
 
Tabel 2 .  Jumlah sel Rhizobia indigenous edamame. 
Waktu inkubasi (hari) Jumlah sel (CFU/ml)  
Rhizobia R1 Rhizobia R3 
0 2,1  x  106 9,0  x  105 
1 - 5,3  x  106 
2 1,2  x  1013 3,0  x  108 
3 3,3  x 1016 3,9  x  108 
4 3,1  x  1011 7,3  x  1010 
5 2,4  x  109 2,1 x  1012 
6 - 2,9  x  109 
7 - 8,5  x  109 
Keterangan : - Tidak ada data 
 
    
 
Gambar 2.  Pertumbuhan  (a) Rhizobia R1 dan (b) R3 pada media YEMA. 
 
   a)    b) 
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 Pada media YEMA yang diberi BTB 
rhizobia R1 bersifat asam yang ditunjukkan 
dengan perubahan warna merah menjadi merah 
kekuningan (Gambar 3). Rhizobia R1 mampu 
tumbuh pada media dengan sumber karbon 
dulsitol dan dengan sumber nitrogen L-histidin. 
 Menurut Holt et al. (1994), rhizobia 
Rhizobium leguminosarum menunjukkan ciri 
tumbuh cepat, bereaksi masam pada media 
YEMA, koloni berbentuk berelevasi cembung, 
agak tembus cahaya, lengket dan berwarna 
putih susu dan mampu tumbuh pada media 
dengan sumber karbon dulsitol dan dengan 
sumber N L-histidin.   Berdasarkan hal tersebut 
maka isolat rhizobia R1 dimasukkan pada 
species Rhizobium leguminosarum.  Genus 
Shinorhizobium memiliki ciri yang sama 
dengan Rhizobium tetapi tidak mampu tumbuh 
pada  sumber karbon dulsitol dan dengan 
sumber N L-histidin.  Menurut Bahena et al. 
(2008) berdasarkan analisis molekuler dan 
karakter fenitipik menunjukkan bahwa  
Rhizobium trifolii Dangeard 1926AL sinonim 
dengan  R. leguminosarum.  
 Koloni Rhizobium menghasilkan lendir 
yang sangat banyak.  Hal ini mengindikasikan 
tingginya produksi eksopolisakarida (EPS).  
EPS berfungi untuk meningkatkan viskositas 
sekeliling sel, sehingga dapat mengurangi 
jumlah O2 dan mengurangi penekanan terhadap 
aktivitas nitrogenase, melindungi sel bakteri 
dari pengaruh kondisi tercekam (pH, 
kekeringan, fluktuasi potensial air), mengkelat 
Al3+ dan Mn2+, menghalangi difusi H3O+  pada 
permukaan sel, sehingga dapat menghalangi sel 
bakteri dari ion yang bersifat toksik yang sering 
dijumpai pada kondisi tanah masam, memacu 
pembentukkan gel dengan adanya Ca2+, 
sehingga berperan di dalam pelekatan pada 
rambut akar, molekul penanda proses infeksi 
(Fuhrmann 1990). 
 Penampakan koloni media YEMA 
menunjukkan bahwa rhizobia R3 tumbuh 
lambat, koloni berbentuk bundar, berelevasi 
cembung  berwarna putih susu.   Hasil 
karakterisasi secara mikroskopis menunjukkan 
bahwa rhizobia R3 berbentuk batang dan 
merupakan bakteri Gram negatif.  Pada media 
YEMA yang diberi BTB bersifat basa yang 
ditunjukkan dengan perubahan warna merah 
menjadi biru kemerahan (Gambar 3).  Rhizobia 
R3 tidak mampu tumbuh pada media dengan 
sumber karbon dulcitol tetapi mampu tumbuh 
pada media dengan sumber nitrogen L-histidin.  
Berdasarkan kunci karakterisasi Holt et al. 
(1994) menunjukkan bahwa rhizobia R3 
termasuk species Bradyrhizobium japonicum. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gambar 3.  Uji Rhizobia R1 dan R3 pada YEMA + 1% BTB. Rhizobia R1 bereaksi masam merah 
kekuningan) sedang  Rhizobia R3  bereaksi basa (biru kemerahan). 
R3 R1
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Tabel 3.  Karakter Rhizobia indigenous edamame. 
No Karakterisasi Rhizobia 
R1 R3 
1 Morfologi mikroskopis Bentuk batang Bentuk batang 
2 Sifat Gram Gram negatif Gram negatif 
3 Morfologi makroskopis   
Diameter koloni (3 hari, 28ºC) 2 mm 1 mm 
Lama Pertumbuhan 2 hari 5 hari 
Bentuk bundar bundar 
Elevasi cembung cembung 
Konsistensi lengket Tidak lengket 
Warna Putih berlendir putih 
4 Karakter fisiologis   
Kemampuan membentuk asam atau basa pada media 
YEMA +  1 % bromo timol blue 
asam basa 
Kemampuan tumbuh pada sumber karbon dulcitol  + - 
Kemampuan tumbuh pada sumber nitrogen L-
histidin  
+ + 
Katalase positif positif 
Keterangan : + = mampu tumbuh,   - = tidak mampu tumbuh 
 
 Pada uji katalase, isolat rhizobia R1 dan R3 
menunjukkan sifat katalase positif. Menurut 
Madigan et al. (1997) katalase dimiliki oleh 
semua organisme bersifat aerob obligat. 
Aktivitas katalase tampak dengan adanya 
gelembung-gelembung kecil di dalam suspensi 
bakteri dan H2O2 3%. Gelembung yang 
terbentuk akibat dari struktur molekul H2O2  
tidak stabil, sehingga H2O2 dengan katalase 
terurai menjadi air dan oksigen.  
 
KESIMPULAN 
 
Hasil uji ketahanan  terhadap antibiotik 
menunjukkan bahwa Rhizobia R1 dan R3 
memiliki ketahanan yang lebih tinggi 
dibandingkan Rhizobia R4, R6 dan R7.  
Rhizobia R1 tahan terhadap ampisilin 50 ppm, 
streptomisin 25 ppm,  tetrasiklin 25 ppm, 
klorampenikol 800 ppm dan penisilin 800 ppm 
dan tidak tahan terhadap rifampisin.  
Sedangkan Rhizobia R3 tahan terhadap 
ampisilin 400 ppm, streptomisin 100 ppm, 
rifampisin 200 ppm, tetrasiklin 400 ppm, 
klorampenikol 800 ppm dan penisilin 400 ppm.  
Selanjutnya  Rhizobia R1 dan R3 digunakan 
sebagai kandidat pupuk hayati 
 Hasil identifikasi menunjukkan Rhizobia 
R1 termasuk Rhizobium leguminosarum 
dengan jumlah sel tertinggi (3,3  x 1016   
CFU/ml) setelah inkubasi hari ke 3 dan  
Rhizobia R3 termasuk Bradyrhizobium 
japonicum yang tumbuh lambat dengan jumlah 
sel 2,1 x  1012 CFU/ml setelah inkubasi hari ke 
5.   
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